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Kayttotarkoitus

CytoCell® AML1/ETO (RUNX1/RUNX1T1) Translocation, Dual Fusion Probe -
koetin on kvalitatiivinen, ei-automatisoitu FISH (fluorescence in situ hybridisation) -
testi, jota kaytetddn kromosomien uudelleenjérjestymien havaitsemiseen
kromosomin 21 alueen 21g22.1 ja kromosomin 8 alueen 8g21.3 valilla Carnoyn
liuokseen (3:1 metanoli/etikkahappo) fiksoiduille, hematologisesti johdetuille
solususpensioille potilailta, joilla on vahvistettu tai epdilty akuutti myelooinen
leukemia (AML).

Kéayttoaiheet

Tama laite on suunniteltu kaytettdvaksi muiden Kliinisten ja histopatologisten
testien liséksi vakiintuneissa diagnostiikan ja kliinisen hoidon hoitopoluissa, joissa
AML1::ETO (RUNX1::RUNX1T1) -translokaation tilan tunteminen olisi tarke&a
kliiniselle hoidolle.

Rajoitukset

Laite on suunniteltu havaitsemaan uudelleenjarjestymid, joissa on katkoskohtia
koetinsarjan punaisten ja vihreiden kloonien kattamilla alueilla, joihin sisaltyvat
AML1-ja ETO (RUNX1 ja RUNX1T1) -alueet. Tama laite ei ehk& havaitse kyseisen
alueen ulkopuolisia katkoskohtia tai vaihtoehtoisia uudelleenjérjestymid, jotka
siséltyvat kokonaisuudessaan télle alueelle.

Tata laitetta ei ole tarkoitettu kaytettavaksi riippumattomaan diagnostiikkaan,
kytkdsdiagnostiikkana, raskausajan tutkimuksiin, vaestopohjaiseen seulontaan,
vieritestaukseen tai itsetestaukseen.

Tata laitetta ei ole validoitu muille kuin kayttdtarkoituksessa ilmoitetuille
naytetyypeille, tautityypeille tai kayttdkohteille.

Se on tarkoitettu muiden diagnostisten laboratoriotestien apuvélineeksi, eika
hoitotoimia saa kaynnistaa yksinomaan FISH-tuloksen perusteella.

Soveltuvan pétevyyden saaneen henkiléston tekemén FISH-tulosten raportoinnin
ja tulkinnan on oltava yhdenmukainen ammattimaisten kaytantdstandardien
kanssa, ja niissé on otettava huomioon muut olennaiset testitulokset ja kliiniset ja
diagnostiset tiedot.

Tama laite on tarkoitettu ainoastaan ammattimaiseen laboratoriokayttoon.

Mikali protokollaa ei noudateta, se saattaa vaikuttaa suorituskykyyn ja johtaa
virheellisiin positiivisiin/negatiivisiin tuloksiin.

Testin periaatteet

Fluoresenssi in situ -hybridisaatio (FISH) on tekniikka, jonka avulla DNA-
sekvensseja voidaan havaita ~metafaasikromosomeista tai  fiksoitujen
sytogeneettisten naytteiden interfaasitumista. Tekniikassa kaytetddn DNA-
koettimia, joiden avulla hybridisaatio koskee kokonaisia kromosomeja tai
yksittaisia, ainutkertaisia sekvensseja ja jotka toimivat tehokkaana sytogeneettisen
G-raita-analyysin apuvalineena. Taté tekniikkaa voidaan nyt kayttda olennaisena
tutkimustydkaluna raskauden aikaiseen, hematologiseen ja kiinteiden tuumorien
kromosomianalyysiin. Kohde-DNA on fiksaation ja denaturaation jalkeen saatavilla
palautumiseksi samalla tavoin denaturoituun, fluoresenssimerkittyyn DNA-
koettimeen, jolla on taydentava sekvenssi. Hybridisaation jalkeen sitomaton ja muu
kuin spesifisesti sidottu DNA-koetin poistetaan, ja DNA vastavarjataan

visualisointia varten. Sen jalkeen hybridisoitu koetin voidaan visualisoida
fluoresenssimikroskopian avulla kohdemateriaalissa.

Koettimen tiedot

RUNX1 (RUNX-perheen transkriptiotekija 1) -geeni kohdassa 21g22.1 fuusioituu
RUNX1T1 (RUNX1-partnerin transkription korepressori 1) -geeniin Ensembl-
paikassa 8q21.3, translokaatiossa t(8;21)(q21.3;922.1), jota tavataan useimmin
potilailla, joilla on akuutti myelooinen leukemia (AML) FAB (ranskalais-
amerikkalais-brittilainen luokitus) tyyppia M2.

AML ja RUNX1:RUNX1T1l-fuusio, joka on seurausta translokaatiosta
1(8;21)(q21.3;922.1), on tunnistettu tautikokonaisuus Maailman terveysjarjeston
(WHO) myelooisten neoplasmojen ja akuuttien leukemioiden luokituksen
mukaisestil. Translokaatiota tavataan 10-22 prosentilla AML FAB tyypin M2
potilaista ja 5-10 prosentilla kaikista AML-tapauksista, useimmiten lapsilla ja
nuorilla aikuisillaz, ja se on hyva ennustetekija®*®. Katkoskohta t(8;21) esiintyy
paéasiassa intronissa eksonien 5 ja 6 valillé juuri ennen transaktivaatiodomeenia,
ja syntyva fuusioproteiini siséltdd RUNX1:n DNA:ta sitovan domeenin, joka on
fuusioitunut transkriptiotekijaan RUNX1T12,

RUNX1::RUNX1T1-fuusion synnyttavan resiprookkisen t(8;21) translokaation
lisdksi on myds raportoitu vaihtoehtoisia translokaatioita. Néama vaihtoehtoiset
translokaatiot voivat olla kryptisia ja jaada helposti huomaamatta G-
raitavarjayksessé.  FISH-analyysilla voidaan kuitenkin  todeta tallaiset
uudelleenjarjestymat?.

Koettimen tekniset tiedot
AML1, 21g22.1, punainen
ETO, 8g21.3, vihrea
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AML1-komponentti siséltda punaisella leimatun 156 kb:n koettimen, joka paikantuu
AML1 (RUNX1) -geenin sentromeeriseen osaan ja kattaa CLIC6-geenin, sekd 169
kb:n koettimen, joka kattaa AML1 (RUNX1) -geenin osan, mukaan lukien markkerit
SHGC-87606 ja D21S1921. Vihredlla leimattu ETO (RUNX1T1) -komponentti
sisaltdd 151 kb:n koettimen, joka kattaa geenin sentromeerisen osan ja sen
viereisen alueen seka 194 kb:n koettimen, joka kattaa geenin telomeerisen osan
seké sen viereisen alueen.

Toimitettavat materiaalit

Koetin: 50 pl pulloa kohti (5 testig) tai 100 pl pulloa kohti (10 testid)

Koettimet toimitetaan ennalta sekoitettuna hybridisaatioliuokseen (< 65 %
formamidia, < 20 mg dekstraanisulfaattia, < 10 % 20x-suolaliuos-natriumsitraattia
(SSQ)), ja ne ovat valmiita kaytettavaksi.

Vastavari: 150 pl pulloa kohti (15 testia)
Vastavari on DAPI Antifade ES (0,125 pg/ml DAPI (4,6-diamidiini-2-fenyyli-indoli)
glyserolipohjaisessa preparointiaineessa).
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Varoitukset ja varotoimet

1. Invitro -diagnostiseen kayttoon. Vain ammattikayttéon laboratoriossa.

2. Koetinseokset siséltavat formamidia, joka on teratogeeni: alé hengita hoyryja
sisaén tai paasta ainetta kosketuksiin ihon kanssa. Kasiteltava varoen: kayta
kasineita ja laboratoriotakkia.

3. Kasittele DAPla varoen: kayté kasineita ja laboratoriotakkia.

4. Eisaa kayttaa, jos pullo on vaurioitunut tai jos pullon siséltdé on voinut
vahingoittua millaén tavalla.

5. Havitd tama tuote turvallisesti noudattaen havittamistéd koskevia paikallisia
maarayksia ja kayttoturvallisuustiedotteessa annettuja suosituksia. Tama
koskee myo6s vahingoittunutta testisarjan sisaltda.

6. Havita kaikki kayttamé&ton reagenssi ja muu  kontaminoitunut
kertakayttomateriaali tartuntavaarallista tai mahdollisesti tartuntavaarallista
jatetté koskevien ohjeistusten mukaisesti. Kunkin laboratorion vastuulla on
kasitella kiinteda ja nestemaista jatettd sen luonteen ja vaarallisuusasteen
mukaisesti ja noudattaa sen kasittelyssa ja havittamisessa sovellettavia
maarayksié (tai varmistaa niiden noudattaminen).

Kayttéjien on pystyttava erottamaan toisistaan punainen, sininen ja vihrea.

8. Mikéali hahmoteltua protokollaa ei noudateta ja sen mukaisia reagensseja ei
kaytetd, se saattaa vaikuttaa suorituskykyyn ja johtaa virheellisiin
positiivisiin/negatiivisiin tuloksiin.

9. Koetinta ei saa laimentaa tai sekoittaa muiden koetinten kanssa.

10. Mikali 10 pl:n koetinta ei kaytetéd protokollan esidenaturaatiovaiheessa, se
saattaa vaikuttaa suorituskykyyn ja johtaa virheellisiin positiivisiin/negatiivisiin
tuloksiin.

11. Kaikki tuotteet on validoitava ennen kayttoa.

12. Siséiset kontrollit ~on  suoritettava  kayttdmalla  muuttumattomia
solupopulaatioita testindytteissa.

~

Lampéotilojen tarkemmat maéritelmat

e 20 °C/ pakastettu / pakastimessa: -25...-15°C
e 37°C: +37°C+l1°C
e T72°C: +72°C+l1°C
e 75°C: +75°C +1 °C
e Huoneenlampdtila: +15...+25 °C

Séilytys ja kasittely
-15°C  Sarjaa on  sdilytettdvéa  pakastimessa -25...-15°C:n
J/ lampétilassa sarjan etiketissa ilmoitettuun erapaivéan saakka.
-25°C Koetinta ja vastavéripulloja on sailytettava pime&ssa.

\ |/ FISH-koetin, DAPI Antifade ES -vastavari ja hybridisaatioliuos

~ [ pysyvét stabiileina normaalissa kéaytdssé tapahtuvien pakastus-

-"7 - ja sulatusjaksojen ajan (kun yhden jakson aikana pullo

AI\ poistetaan pakastimesta ja laitetaan takaisin pakastimeen) —

5 jaksoa 50 pl:n (5 testin) pullolle FISH-koetinta, 10 jaksoa

100 pl:n (10 testin) pullolle FISH-koetinta ja 15 jaksoa 150 pl:n

(15 testin) pullolle vastavaria. Altistumista valolle on véltettdva ja minimoitava

mahdollisuuksien mukaan. Sailytd komponentteja pakkauksen siséltamassa

valonpitavassa sailiossa. Komponentit, joita on kaytetty ja sailytetty

pakkausmerkintdjen ohjeista poikkeavissa olosuhteissa, eivat valttamatta toimi

odotetulla tavalla ja saattavat vaaristdd maarityksen tuloksia. On ryhdyttava

kaikkiin mahdollisiin toimenpiteisiin valolle ja lampdtilan muutoksille altistumisen
rajoittamiseksi.

Tarvittavat laitteet ja materiaalit, jotka eivat sisally pakkaukseen
Kalibroitua laitteistoa on kaytettava:

1. Lampdlevy (kiintedlla levylla ja tarkalla lampétilan hallinnalla 80 °C:n
lampétilaan saakka)

Kalibroidut tilavuudeltaan vaihtelevat mikropipetit ja karjet, 1-200 pl
Vesikylpy tarkalla lampétilan hallinnalla 37 °C:n ja 72 °C:n lampétilassa
Mikrosentrifugiletkut (0,5 ml)

Fluoresenssimikroskooppi (katso Fluoresenssimikroskooppisuositus-osio)
Vaihekontrastimikroskooppi

Coplin-purkit puhdasta muovia, keramiikkaa tai lammonkestavaa lasia
Pihdit

Kalibroitu pH-mittari (tai pH-indikaattoriliuskat, joilla voidaan mitata
6,5-8,0:n pH-arvo)

10. Kostutettu sailio

11. Fluoresenssiluokan mikroskooppilinssin immersiodljy

12. Tyopoytasentrifugi

13. Mikroskooppiobjektilasi

14. 24 x 24 mm:n peitelasit

15. Ajastin

16. 37 °C:n inkubaattori

17. Kumiliuosliima

18. Pyorresekoitin

19. Mittasylinterit

20. Magneettinen sekoitin

21. Kalibroitu lampoémittari

©COND O AWN

Valinnainen laitteisto, ei sisally pakkaukseen
1. Sytogeneettinen kuivauskammio

Tarvittavat reagenssit, jotka eivat sisally pakkaukseen
20x suolaliuos-natriumsitraattiliuos (SSC)

100 % etanolia

Tween-20

1M natriumhydroksidi (NaOH)

1M suolahappo (HCI)

Akkuvesi

ok, wNE

Fluoresenssimikroskooppisuositus

Kayta 100 watin elohopealamppua tai vastaavaa ja Oljyimmersiosuunnitelman
60/63x- tai 100x-apokromaattiobjektiiveja parhaaseen mahdolliseen visualisointiin.
Téassé koetinsarjassa kaytettavat loisteaineet virittyvat ja séateilevat seuraavilla
aaltopituuksilla:

Vihrea 495 521
| Punainen | 596 | 615 |

Varmista, ettd mikroskooppiin on sovitettu asianmukaiset viritys- ja
emissiosuodattimet, jotka kattavat ylla luetellut aallonpituudet. Kaytéa DAPI-/vihredn
spektrin/punaisen  spektrin  kolmoiskaistanpéastdsuodatinta  tai  vihreén
spektrin/punaisen spektrin kaksoiskaistanpaastdsuodatinta vihrean ja punaisen
loisteaineen optimaaliseen samanaikaiseen visualisointiin.

Tarkista fluoresenssimikroskooppi ennen kayttda varmistaaksesi, ettd se toimii
asianmukaisesti. Kéyta immersiooljya, joka soveltuu fluoresenssimikroskoopille ja
jonka koostumus on tarkoitettu alhaiselle automaattiselle fluoresenssille. Valta
haipymista ehkaisevan DAPIn sekoittamista mikroskoopin immersiodljyn kanssa,
silla se hamartaa signaaleita. Noudata valmistajien suosituksia lampun kayttéian ja
suodatinten ian suhteen.

Naytteen valmistelu

Sarja on suunniteltu kaytettavaksi Carnoyn liuokseen (3:1 metanoli/etikkahappo)
fiksoituihin, hematologisesti johdettuihin solususpensioihin, jotka on otettu
potilailta, joilla on vahvistettu tai epdilty akuutti myelooinen leukemia (AML), ja
valmisteltu laboratorion tai laitoksen suuntaviivojen mukaisesti. Valmistele
iimakuivatut naytteet mikroskoopin objektiivilaseille sytogeneettisten
vakiotoimenpiteiden mukaisesti. AGT-sytogenetiikkalaboratorion opaskirja sisaltaa
suosituksia naytteen kerédamisestd, viljelystd, poiminnasta ja objektiivilasien
valmistelusta®.

Liuoksen valmistus

Etanoliliuokset

Laimenna 100 % etanoli akkuvedell& seuraavissa suhteissa ja sekoita huolellisesti:
e 70 % etanolia — 7 osaa 100 % etanolia ja 3 osaa akkuvetta

e 85 % etanolia — 8,5 osaa 100 % etanolia ja 1,5 osaa akkuvetta

Sailyté liuosta enintdén 6 kuukautta huoneenlampétilassa ilmatiiviissé séiliossé.

2 x SSC-liuos

Laimenna 1 osa 20 x SSC-liuosta 9 osaan akkuvettd ja sekoita huolellisesti.
Tarkista pH ja sédada pH-arvoon 7,0 kayttden natriumhydroksidia tai vetykloridia
tarpeen mukaan. Sailytd liuosta enintddn 4 viikkoa huoneenlampétilassa
iimatiiviissé sailiossa.

0,4 x SSC-liuos

Laimenna 1 osa 20 x SSC-liuosta 49 osaan akkuvetté ja sekoita huolellisesti.
Tarkista pH ja sdada pH-arvoon 7,0 kayttaen natriumhydroksidia tai vetykloridia
tarpeen mukaan. Sailytd liuosta enintddn 4 viikkoa huoneenlampétilassa
iimatiiviiss& sailiossa.

2 x SSC, 0,05 % Tween-20-liuos

Laimenna 1 osa 20 x SSC-liuosta 9 osaan akkuvetta. Lisaa 5 pl Tween-20-liuosta
10 ml kohti ja sekoita huolellisesti. Tarkista pH ja saada pH-arvoon 7,0 kayttaen
natriumhydroksidia tai vetykloridia tarpeen mukaan. Sailyta liuosta enintéan 4
viikkoa huoneenlampétilassa ilmatiiviissa sailiossa.

FISH-protokolla
(Huomautus: Varmista, etté koettimen ja vastavarin altistuminen laboratoriovaloille
on aina rajallista).

Objektiivilasin valmistelu

1. Laita pisara solunaytettd mikroskooppiobjektilasille. Anna  kuivua.
(Valinnaista, jos kaytetdan sytogeneettistd kuivauskammiota: Kammiota
on kaytettdvd noin 25 °C:n lampdétilassa ja 50 %:n kosteudessa, jotta
solunaytepisara voidaan asettaa optimaalisesti lasille. Mikali sytogeneettista
kuivauskammiota ei ole saatavilla, kayta vaihtoehtoisesti vetokaappia).

2. Upota objektiivilasi 2 x SSC-liuokseen 2 minuutiksi huoneenlampétilassa
ravistamatta.

3. Kuivaa kutakin etanolisarjassa (70 %, 85 % ja 100 %) 2 minuuttia
huoneenlampétilassa.

4. Anna kuivua.

Esidenaturaatio

5. Poista koetin pakastimesta ja anna sen lammetd huoneenlampétilaan.
Sentrifugoi putkia lyhyen aikaa ennen kayttoa.

6. Varmista, etta koetinliuos on sekoitettu yhtendisesti pipetilla.

7. Poista 10 pl koetinta testia kohti ja siirrd se mikrosentrifugiputkeen. Palauta
jaljelle jaanyt koetin nopeasti pakastimeen.

8. Aseta koetin ja nayteobjektiivilasi esilampiamaan 37 °C:n (+/- 1 °C)
lampolevylle 5 minuutiksi.

9. Laita 10 pl koetinseosta solunaytteelle ja aseta peitelasi varoen paikalleen.
Sulje kumiliuosliimalla ja anna liiman kuivua taysin.

Denaturaatio
10. Denaturoi nayte ja koetin samanaikaisesti kuumentamalla objektiivilasia
lampdlevylla 2 minuutin ajan 75 °C:n (+/- 1 °C) lampétilaan.
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Hybridisaatio
11. Laita objektiivilasi yoksi kosteaan valonkestavéaan sailioén 37 °C:n (+/- 1 °C)
lampétilaan.

Hybridisaation jalkeiset pesut

12. Poista DAPI pakastimesta ja anna sen lammeté huoneenlampétilaan.

13. Poista peitelasi ja kaikki limajaljet huolellisesti.

14. Upota objektiivilasi 0,4 x SSC-liuokseen (pH 7,0) 2 minuutiksi 72 °C:n
(+/- 1 °C) lampétilassa ravistamatta.

15. Tyhjenné objektiivilasi ja upota se 30 sekunniksi 2 x SSC-liuokseen ja 0,05 %
Tween-20-liuokseen huoneenlampétilassa (pH 7,0) ravistamatta.

16. Tyhjenna objektiivilasi ja laita kuhunkin naytteeseen 10 pl haipymista
ehkaisevaa DAPla.

17. Peita peitelasilla, poista mahdolliset kuplat ja anna véarin kehitty& pimeéssa 10
minuuttia.

18. Tarkastele fluoresenssimikroskoopilla (katso Fluoresenssimikroskoop-
pisuositus).

Toimenpidesuositukset

1. Objektiivilasien sintraaminen tai ikdannyttéminen saattaa heikentaé signaalien
fluoresenssia.

2. Muiden kuin Cytocell Ltd -yhtion toimittamien tai suosittelemien reagenssien
kayttd saattaa vaikuttaa haitallisesti hybridisaatio-olosuhteisiin.

3. Kayta liuosten, vesikylpyjen ja inkubaattorien lampétilojen mittaukseen
kalibroitua lampomittaria, silla ndma lampotilat ovat ratkaisevan tarkeita
tuotteen optimaalisen suorituskyvyn kannalta.

4. Pesupitoisuudet, pH-arvo ja lampétilat ovat tarkeitd, silla liiallinen 16yhyys
saattaa johtaa koettimen epaspesifiseen sitoutumiseen ja liiallinen ankaruus
signaalin puuttumiseen.

5. Epétaydellinen denaturaatio saattaa johtaa signaalin puuttumiseen ja liiallinen
denaturaatio saattaa my0ds johtaa epéspesifiseen sitoutumiseen.

6. Liiallinen hybridisaatio saattaa johtaa ylim&araisiin tai odottamattomiin
signaaleihin.

7. Kayttdjien on optimoitava omien naytteidensa protokolla ennen testin kayttoa
diagnostisiin tarkoituksiin.

8. Suboptimaaliset olosuhteet saattavat johtaa epaspesifiseen sitoutumiseen,
jotka saatetaan tulkita koetinsignaaliksi.

Tulosten tulkitseminen

Objektiivilasin laadun arviointi

Objektiivilasia ei tarvitse analysoida, jos:

e yksittdisten suodatinten signaalit ovat liian heikkoja analysoitavaksi — jotta

analyysia voidaan jatkaa, signaalien on nayttava kirkkaina, selkeiné ja helposti

arvioitavina

analyysia vaikeuttaa suuri méaara yhteen kasautuneita / paallekkaisia soluja

>50 % soluista ei ole hybridisoituneita

e solujen valissa on likaa fluoresoivia hiukkasia ja/tai fluoresoivaa utua, joka
héiritsee signaaleita — optimaalisissa objektiivilaseissa taustan pitéisi nakya
tummana tai mustana ja puhtaana

e solun tuman rajoja ei voida erottaa, eivatka ne ole eheita.

Analysointiohjeet

e Kahden analyytikon pitéisi analysoida ja tulkita jokainen nayte. Kaikki
eridvyydet on annettava kolmannen analyytikon arvioitavaksi.

e Jokaisella analyytikolla on oltava sopiva patevyys tunnustettujen kansallisten
standardien mukaan.

e Jokaisen analyytikon pitdisi saada riippumattomasti 100 tumaa kustakin

naytteestd. Ensimmaisen analyytikon pitaisi kaynnistéa analyysi objektiivilasin

vasemmalta puolelta ja toisen analyytikon oikealta puolelta.

Kunkin analyytikon on dokumentoitava tuloksiaan erillisilla arkeilla.

Analysoi vain eheita tumia, ei paallekkaisia tai yhteen kasautuneita tumia tai

sellaisia tumia, jotka ovat sytoplasmajatteen peitossa tai joissa on runsaasti

autofluoresenssia.

e Valtd alueita, joilla on liiallista sytoplasmajatettd tai epaspesifista
hybridisaatiota.

e Signaalin intensiteetti saattaa vaihdella yksittaisenkin tuman kohdalla. Kayta
tallaisissa tapauksissa yksittaisia suodattimia ja/tai séadéa fokustasoa.

e Suboptimaalisissa olosuhteissa signaalit saattavat nayttda hajanaisilta. Jos
kaksi samanvarista signaalia koskettaa toisiaan, jos niiden vélinen etéisyys on
enintddn yhté suuri kuin kahden signaalin leveys tai jos kahta signaalia
yhdistaa heikko séie, katso ne yhdeksi signaaliksi.

e  Mikali on epailysté siité, voidaanko solu analysoida, ala analysoi sité.

Ala laske — tumat ovat liian
lahekkain, jotta rajoja voisi
madrittaa

Ala laske paéllekkaisia tumia
— kummankin tuman kaikki
alueet eivat ole nakyvissa

Laske kahdeksi punaiseksi
signaaliksi ja kahdeksi
vihredksi signaaliksi — toinen
kahdesta punaisesta
signaalista on hajanainen

Laske kahdeksi punaiseksi
signaaliksi ja kahdeksi
vihredksi signaaliksi — toisen
punaisen signaalin rako on
pienempi kuin kaksi
signaalileveytta
Odotettavissa olevat tulokset
Odotettavissa oleva normaali signaalikuvio

Tavallisessa solussa on odotettavissa kaksi punaista ja kaksi vinreda signaalia
(2P2V).

Odotettavissa oleva epanormaali signaalikuvio

Solussa, jossa on translokaatio t(8;21)(q21.3;022.12), odotettavissa oleva
signaalikuvio on yksi punainen, yksi vihreé ja kaksi fuusiota (1P1V2F).

Muut signaalikuviot ovat mahdollisia aneuploidisissa/epétasapainoisissa
naytteissa.

Tunnetut olennaiset hairidt / hairitsevat aineet
Ei tunnettuja olennaisia héiridita / hairitsevia aineita.

Tunnettu ristireaktiivisuus
Ei tunnettua ristireaktiivisuutta.

Vakavista vaaratilanteista ilmoittaminen

Potilaan / kayttajan / kolmannen osapuolen, joka on Euroopan unionissa tai
maassa, jossa on vastaava saados (asetus (EU) 2017/746 in vitro -diagnostisista
ladkinnallisista  laitteista), on ilmoitettava valmistajalle ja kansalliselle
toimivaltaiselle viranomaiselle, mikali tdamén laitteen kaytdn aikana tai sen kaytdn
seurauksena tapahtuu vakava vaaratilanne.

Muissa maissa tapahtuneista vakavista vaaratilanteista on ilmoitettava
valmistajalle ja soveltuvin osin kansalliselle toimivaltaiselle viranomaiselle.
Valmistajan yhteystiedot vaaratilanteissa: vigilance@ogt.com

Luettelo vaaratilanteita  késittelevien EU:n  kansallisten  toimivaltaisten
viranomaisten yhteystiedoista on seuraavassa osoitteessa:
https://health.ec.europa.eu/medical-devices-sector/new-regulations/contacts_en

Erityiset suorituskykyominaisuudet

Analyyttinen spesifisyys

Analyyttinen spesifisyys on prosenttiosuus signaaleista, jotka hybridisoidaan
oikeaan lokukseen eikd muihin sijainteihin. Analyyttinen spesifisyys maaritettiin
analysoimalla yhteensé 400 kohdelokusta. Kaksi kromosomin lokusta jokaisessa
20 metafaasisolussa  analysoitiin  viidestd  naytteesta, jolloin  saatiin
400 tietopistettd. Analyyttinen spesifisyys laskettiin sellaisten FISH-signaalien
maaraksi, jotka hybridisoituivat oikeaan lokukseen jaettuna hybridisoituneiden
FISH-signaalien kokonaismaaralla.

Kunkin sarjan koettimen analyyttinen spesifisyys laskettiin  sellaisten
metafaasikromosomien FISH-signaalien maaraksi, jotka hybridisoituvat oikeaan
lokukseen jaettuna hybrisoituneiden metafaasikromosomien FISH-signaalien
kokonaismaaralla. Tulos kerrottin  100:lla, ilmaistiin prosenttilukuna ja sille
maaritettiin 95 prosentin luottamusvali.
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Taulukko 1. AML1/ETO (RUNX1/RUNX1T1) Translocation, Dual Fusion Probe -

koettimen analyyttinen spesifisyys

AMlTl' 21g22.1 200 200 100 98,12-100
punainen
E_TO," 8021.3 200 200 100 98,12-100
vihred

Analyyttinen herkkyys

Analyyttinen  herkkyys on niiden tulosten laskennassa kaytettavien
interfaasisolujen prosenttiosuus, joiden odotettavissa oleva signaalikuvio on
normaali. Vahintaan 200 interfaasisolua analysoitiin jokaisesta
25 luuydinsolususpensiosta, jotka oli fiksoitu Carnoyn liuokseen ja katsottu
karyotyypiltdéan normaaleiksi, jolloin saatiin vahintaan 5000 tumaa naytetyyppia
kohden. Herkkyystiedot analysoitiin niiden solujen prosenttimaaran perusteella,
jotka osoittivat normaalia odotettavissa olevaa signaalikuviota, ja tulos ilmaistiin
prosenttiosuudella sek& 95 prosentin luottamusvalilla.

Taulukko 2. AML1/ETO (RUNX1/RUNX1T1) Translocation, Dual Fusion Probe -

koettimen analyyttinen herkkyys

4965 5000 99,3 99,02, 99,58

Normaalien raja-arvojen luokittelu

Normaali raja-arvo on yhdessa FISH-koetinten kanssa maksimiprosenttiosuus
tulosten laskennassa kaytettavistd interfaasisoluista, joilla on spesifinen
epanormaali signaalikuvio, jonka kohdalla nayte katsotaan normaaliksi kyseisen
signaalikuvion osalta.

Normaali raja-arvo maaritettiin uudelleenjérjestymalle negatiivisista naytteista, joita
koetin on tarkoitettu tunnistamaan, ja kayttéen kaanteista beetafunktiota. Kaksi
analyytikkoa kirjasi toisistaan riippumatta 100 interfaasituman signaalikuviot,
yhteensé 200 naytettéa kohden.

Raja-arvo maaritettiin kdyttden MS Excelin kdanteista B-funktiota (BETAINV). Se
laskettiin niiden interfaasisolujen prosenttiosuutena, joissa ilmeni vaara positiivinen
signaalikuvio, kayttéen tavallisen potilasndytteen binomijakauman yksipuolisen 95
prosentin luottamusvalin ylarajaa.

Taulukko 3. AML1/ETO (RUNX1/RUNX1T1) Translocation, Dual Fusion Probe -
koettimen normaalien raja-arvojen luokittelu

1P1V2F

Laboratorioiden on tarkistettava raja-arvot kayttden omia tietojaan’.

Uusittavuus

Uusittavuustutkimuksilla selvitettiin
. kolmen kohteen péivan siséinen uusittavuus (néytteesté toiseen)
. kolmen kohteen pdivien véalinen uusittavuus (paivasta toiseen)
. kolmen kohteen kohteiden valinen uusittavuus (kohteesta toiseen)
. yhden kohteen erien vélinen uusittavuus (erasta toiseen).

Uusittavuus maéaritettiin kolmessa erillisessé laboratoriossa, jotka testasivat kuusi
sokkonaytettéd (kaksi negatiivisia uudelleenjarjestyméan osalta, kaksi heikosti
positiivista naytetta, joissa oli 1-3-kertainen raja-arvo, ja kaksi vahvasti positiivista
naytetta, jotka sisalsivat yli 45 prosenttia uudelleenjérjestymalle positiivisia soluja).
Analyysi tehtiin kayttden kahta kopiota jokaisesta néytteesté viiden ei-perékkaisen
paivan aikana.

Kaikissa kolmessa kohteessa suoritettiin testaus kayttden samaa koetineraa, ja
yksi kohde suoritti my6s erén sisdisen uusittavuustestin kayttden kolmea eri
koetiner&a.

Uusittavuus laskettiin kéyttaen kunkin testin aikana tutkittujen muuttujien
yhtépitavyytta.

Taulukko 4. AML1/ETO (RUNX1/RUNX1T1) Translocation, Dual Fusion Probe -
koettimen uusittavuus

lP'ls_l!van 90 %:n yhtépitavyyden negatiivinen 100 %
sisdinen / luokka
paivien
valinen / 95 %:n yhtapitavyyden vahvasti 100 %
kohteiden positiivinen luokka
vélinen
90 %:n yhtapitdvyyden negatiivinen 100 %
Erien vélinen luokka
95 %:n yhtapitavyyden vahvasti
o 100 %
positiivinen luokka

Kliininen suorituskyky

Sen maarittamiseksi, havaitseeko AMLL/ETO (RUNX1/RUNX1T1) Translocation
Dual Fusion Probe -koetin aiottuja uudelleenjarjestymid, kliininen suorituskyky
maadritettiin suorittamalla viisi tutkimusta edustaville otoksille tuotteen aiotusta
populaatioista: 31 metanoli/etikkahappofiksatiivilla fiksoidusta
jaanndsmateriaalista. Tutkimusten kaikkien kohteiden yhdistetyn otannan koko
yhteenséd  oli  kuusisataakolmekymmentanelja  (634) naytettd, joista
kolmekymmentaviisi (35) oli positiivisia ja viisisataayhdeksénkymmentayhdeksan
(599) negatiivisia naytteitd. Tulosten yhdenmukaisuuden/ristiriitaisuuden todettiin
tayttavan tutkimuksen hyvaksyntakriteerit.

Naiden testien tulokset analysoitiin, jotta saatiin kliinisen herkkyyden, kliinisen
spesifisyyden ja vaérien positiivisten osuuden (FPR) arvot positiivisille signaaleille,
kayttaen yksidimensionaalista lahestymistapaa.

Taulukko 5. AMLL/ETO (RUNX1/RUNX1T1) Translocation, Dual Fusion Probe -
koettimen kliininen suorituskyky

Kliininen herkkyys (oikeiden positiivisten osuus, TPR)* 99,74 %
Kliininen spesifisyys (oikeiden negatiivisten osuus, TNR)* 99,90 %
Vaarien positiivisten osuus (FPR) = 1 — spesifisyys* 0,10 %

Yhteenveto turvallisuudesta ja suorituskyvysta (SSP)

SSP tulee yleisén saataville eurooppalaisen laakinnallisten laitteiden tietokannan
(Eudamed) kautta, misté se on haettavissa Basic UDI-DI -tunnisteella.
Eudamedin URL-osoite: https://ec.europa.eu/tools/eudamed

Basic UDI-DI: 50558449LPH026JH

Jos Eudamed ei ole tdysin toiminnallinen, SSP saatetaan yleison saataville
pyynnosté séhkopostitse osoitteeseen SSP@ogt.com.

Lisatietoja

Tuotteita koskevia lisatietoja on saatavilla ottamalla yhteytta CytoCell teknisen tuen
osastoon.3-site Inter

Puh.: +44 (0)1223 294048

Sahkoposti: techsupport@cytocell.com
Verkkosivut: www.ogt.com
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Symbolisanasto

vaatimukset”

EN ISO 15223-1:2021 - ”Laakinnalliset laitteet — Valmistajan
toimittamissa tiedoissa kaytettavat symbolit. Osa 1: Yleiset

(© International Organization for Standardization)

Symboli

Nimike

Viitenumero(t)

laitetunniste

M fi: Valmistaja 5.1.1
fi: Valtuutettu
edustaja Euroopan
m yhteison / Euroopan 512
unionin alueella
g fi: Kéyton erapéaiva 5.14
fi: Erakoodi 5.1.5
fi: Kuvastonumero 5.1.6
\‘l’/ fi: Pidettava poissa
N~ .
//.\I\ auringonvalosta 532
/ﬂ[ fi: Lampdotilaraja 5.3.7
fi: Tutustu
EE] Kayttohjeisiin 543
D}] fi: Tutustu sahkaisiin
kayttoohjeisiin 543
ogt.com/IFU
A fi: Huomio 5.4.4
fi: In vitro -
IVD diagnostinen 55.1
ladkinnallinen laite
\ ; / fi: Riittava sisaltd <n>
testiin 555
fi: Yksiléllinen 57.10

IVD-reagensseja ja -osia koskevat EDMA-symbolit, lokakuun

2009 versio
Symboli Nimike Viitenumero(t)
CONT fi: Slsalto (tai _
siséltad)

Patentit ja tavaramerkit

CytoCell on Cytocell Limited -yhtion rekisterdity tavaramerkki.

| EC [ReP]

Cytocell Limited

Oxford Gene Technology

418 Cambridge Science Park
Milton Road

CAMBRIDGE

CB4 0PZ

YHDISTYNYT KUNINGASKUNTA

Puh.: +44 (0)1223 294048
F: +44 (0)1223 294986

Séahkoposti: probes@cytocell.com
Verkkosivut: www.ogt.com

Sysmex Europe SE
Bornbarch 1

22848 Norderstedt
SAKSA

Puh.: +49 40 527260

Verkkosivut: www.sysmex-europe.com

Kayttdohjeen versiohistoria

V001.00 2023-01-11: Uusi kayttéohje asetuksen (EU) 2017/746 vuoksi.
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